原发免疫性血小板减少症(ITP)是常见的免疫介导的获得性出血性疾病。对于ITP患者，常规剂量泼尼松(1 mg·kg^−1^·d^−1^）和大剂量地塞米松(40 mg/d)均被推荐为一线治疗方案[@b1]。对糖皮质激素无效或依赖的患者，维持长期缓解或维持血小板计数于安全水平是治疗的关键和难题。目前研究已明确B淋巴细胞在ITP发生、发展中起重要作用，因此针对B细胞的靶向治疗已成为治疗ITP的新策略之一。利妥昔单抗(RTX)作为清除B细胞的理想药物，近年来用于治疗糖皮质激素无效或者耐药的ITP患者取得了较好的疗效[@b2]--[@b3]，且小剂量(100 mg)疗效与标准剂量(375 mg/m^2^)相似[@b4]，大量临床研究证实治疗1年的总有效率约70%[@b5]。我们前期的研究表明，大剂量地塞米松联合小剂量RTX治疗初诊ITP患者，不仅可以更早改善出血症状、提高血小板至安全水平，还具有更高的持续缓解率[@b6]。但是，大剂量地塞米松联合小剂量RTX作为二线方案治疗ITP的疗效鲜有报道。因此，我们应用大剂量地塞米松联合小剂量RTX治疗曾经接受过常规剂量糖皮质激素治疗的患者，观察其疗效、调节性T细胞(Treg)和细胞因子B淋巴细胞活化因子(BAFF)、IL-2、IL-10、可溶性白细胞分化抗原40配体(sCD40L)的变化。

病例和方法 {#s1}
==========

1．病例选择：2010年1月至2012年1月在我院血液内科治疗的65例ITP患者纳入研究。男35例，女30例，中位年龄34(18\~70)岁。全部患者诊断均符合文献[@b7]标准。糖皮质激素无效患者13例（常规剂量糖皮质激素治疗后PLT\<30×10^9^/L或PLT较基线水平上升\<2倍或有出血现象）；糖皮质激素依赖52例（需要接受糖皮质激素治疗以维持PLT≥30× 10^9^/L)。排除标准：肝肾功能异常及心肺功能不全、严重免疫缺陷及病毒感染（如HIV、HBV）、妊娠及哺乳期患者。

2．治疗方案及疗效判定：地塞米松40 mg/d，第1\~4天静脉滴注；RTX 100 mg第7、14、21、28天静脉滴注。治疗期间辅以止血药物，PLT\<10×10^9^/L或出现活动性出血的患者给予血小板悬液输注。参照文献[@b7]判定疗效：①完全反应(CR)：PLT≥100×10^9^/L、无出血症状；②有效(R)：PLT≥30×10^9^／L、PLT较基线水平增长\>2倍、无出血症状；③无效(NR)：PLT\<30×10^9^/L、较基线水平上升\<2倍或有出血现象。总有效(OR)为CR+R。持续有效(SR)指维持CR或R至少6个月。

3．流式细胞术检测ITP患者外周血Treg细胞比例：分别于治疗开始后第1、3、6、12个月检测ITP患者外周血中Treg比例。以20名健康志愿者为正常对照组。取100 µl新鲜肝素抗凝血，加入FITC anti-human CD4/PE单抗（美国BD公司产品）、antihuman CD25/AF647单抗（美国Biolegend公司产品）和anti-human CD127单抗（美国Biolegend公司产品）各2 µl，混匀，避光孵育20 min，溶血素溶血，避光放置5 min，PBS洗涤2次，上机检测Treg细胞比例。

4．ELISA法检测细胞因子BAFF、IL-2、sCD40L及IL-10水平：治疗前及治疗12个月时分别采集患者外周血标本（枸橼酸盐抗凝）。离心10 min(2 000×*g*)去除红细胞和白细胞，收集血浆分装于EP管中（每管100 µl），于−80°C冰箱冻存备用。采用ELISA试剂盒（美国R&D公司产品）检测血浆BAFF、IL-2、sCD40L及IL-10水平，按照说明书进行具体操作。

5．随访：采用电话或门诊随访，随访时间为12个月。第2\~6个月每2周复查血常规1次，以后每个月复查血常规1次。

6．统计学处理：采用统计软件SPSS 16.0进行数据分析。治疗前后Treg细胞及细胞因子水平比较采用单因素方差分析。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．疗效：全部65例ITP患者在治疗第4天时，23例(35.4%)患者出血症状明显改善，其中7例(10.8%)PLT\>30×10^9^/L。治疗1、2周及1个月的OR率分别为53.8%(35/65)、50.8(33/65)、81.5%(53/65)。

全部65例患者第3、6、12个月CR率分别为72.3%(47/65)、66.2%(43/65)、63.1%(41/65)。其中既往对糖皮质激素依赖的52例患者治疗1个月时OR率为90.3%(47/52)，第3、6、12个月CR率分别为80.8%(42/52)、76.9%(40/52)、73.1%(38/52)。

2．ITP患者治疗前后Treg细胞水平的变化：全部65例ITP患者治疗前外周血Treg细胞比例为（1.69±0.35）%，与20名健康志愿者\[（2.13±0.42）%\]相比差异无统计学意义(*P*\>0.05)。治疗2周时，血小板升高患者（33例）外周血Treg水平为(4.42±0.64)%，高于治疗前(*P*\<0.05)；获CR的41例患者治疗1个月时外周血Treg水平为（4.44±0.63）%，治疗后12个月为（3.01±0.95）%，仍高于健康志愿者(*P*=0.032)。

3．获CR的ITP患者治疗前后细胞因子的变化：大剂量地塞米松+ RTX治疗治疗12个月时，41例CR患者BAFF、IL-2和sCD40L低于治疗前(*P*\<0.05)，IL-10水平与治疗前比较差异无统计学意义(*P*=0.136)（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### 41例大剂量地塞米松联合利妥昔单抗治疗获得完全反应原发免疫性血小板减少症患者细胞因子变化（ng/L，*x*±*s*）

  组别            例数       BAFF         IL-2       SCD40L       IL-10
  -------------- ------ -------------- ----------- ----------- ------------
  治疗前           41    972.35±93.64   4.18±0.46   7.73±1.04   17.81±1.60
  治疗后12个月     41    648.03±79.63   2.84±0.32   4.55±0.66   23.07±1.56
                                                               
  *F*值                      1.51         2.26        2.29         0.70
  *P*值                     0.001         0.012       0.006       0.136

注：BAFF:B淋巴细胞活化因子；sCD40L:可溶性白细胞分化抗原40配体

4．不良反应：65例患者中累积发生不良事件39例(52.3%)。在首次滴注RTX过程中8例患者出现寒战、发热，对症处理后缓解；6例患者出现流感症状，均自行缓解；3例患者出现斑丘疹伴呼吸急促，减慢滴注速度并予低流量吸氧后缓解，在随后的3次用药过程中未再出现上述反应；2例患者出现头晕、眼花，自行好转；7例出现血清钾、钙降低，给予口服补钾后正常；8例患者应用大剂量地塞米松后出现空腹及餐后血糖升高，2周后均降至正常；随访过程中，2例患者出现上呼吸道感染，1例出现肺感染，应用抗生素治疗后感染均得到控制。治疗过程中65例ITP患者无一例出现库欣综合征。所有患者均完成全部疗程，无一例因不良反应而停药。

讨论 {#s3}
====

RTX作为新治疗药物之一[@b8]，给难治性ITP患者带来了希望，甚至有学者提出可以部分替代脾切除治疗[@b9]--[@b10]，但RTX并不能使所有的患者获益，其有效率为60%～70%[@b5]，且治疗费用相对高昂，给临床医师和患者在治疗选择上带来了困难。本研究结果表明，既往常规剂量糖皮质激素治疗失败的患者对大剂量地塞米松+ RTX治疗仍然有较高的反应率，治疗1周时，67.7%的患者出血症状消失，53.8%的患者血小板计数升高至安全水平。进一步分析发现，既往对糖皮质激素依赖的患者治疗1个月时总有效率高达90.3%，治疗12个月时仍有73.1%的患者处于CR中，无需进一步干预；本研究中对糖皮质激素无效患者例数过少，需在将来的临床研究中扩大样本量进一步研究。

Treg细胞和相关细胞因子与ITP的转归有密切的关系[@b11]。ITP患者外周血中Treg细胞比例明显降低、免疫应答抑制性细胞因子(IL-10)分泌减少、增强免疫应答的细胞因子(BAFF、IL-2、sCD40L)分泌增加，减弱了其对Th细胞的抑制功能，使Thl/Th2平衡向Thl偏移，T、B细胞异常活化，导致血小板的破坏[@b12]--[@b13]。我们在研究中发现，大剂量地塞米松联合小剂量RTX治疗后，治疗有效患者Treg细胞水平明显升高，12个月时仍高于正常水平，而增强免疫应答的BAFF、IL-2、sCD40L等细胞因子较治疗前明显降低，抑制免疫应答的细胞因子IL-10分泌增多。提示Treg细胞及相关细胞因子可能是大剂量糖皮质激素+RTX治疗有效的机制之一。

本组患者不良事件累积发生率为52.3%，以发热和血电解质异常最为多见，发热主要见于第1次应用RTX时，电解质异常者主要为低钾血症，后期治疗患者治疗同时给予补钾治疗，未再出现明显低钾。其他分别为体重增加、高血糖、流涕、皮疹、头晕及感染，所有不良反应经对症处理或自行好转。

本研究结果初步表明大剂量地塞米松联合小剂量RTX对常规量糖皮质激素治疗无效或依赖的患者仍有较高的反应率，不良反应可接受。但是，大剂量地塞米松联合小剂量RTX治疗ITP的疗效和安全性尚需多中心、大样本临床研究加以验证。
